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litre : Electrophorese capillaire d'affinite, matrice d'affinite pour la 

mise en oeuvre de cette electrophorese et son proc6d£ de fabrication. 



La presente invention conceme un perfectionnement relaW d une 
technique d'analyse dite electrophorese capillaire d'affinite, 6gaiement d6nomm6e 
electrophorese capillaire haute performance (ECHP), et un support d'affinite pour 
la mise en oeuvre de cette technique et A un proc6d£ pour la fabrication de ce 
5 support 

Cette technique d'anaiyse est actuellement r6alis6e au moyen d'un 
appareil qui consiste en un capillaire de silice, qui a un diamdtre interieur compris 

entre 25 et 100 um, et dont c haque extremite plonge dans des recipients rempli 

de tampons. Un voltage de I'ordre de 20 d 30 kV est applique par nntermediaire 

10 de deux Electrodes plongeant dans ces recipients. En electrophorese, I'homme du 
metier sait que des champs eiectriques 6lev6s permettent des separations ra- 
pides. Dans le cas de reiectrophor6se capillaire ou ('injection et le volume de de- 
tection sort minimaux, le seul facteur d'6largissement des pics est dO £ la diffusion 
axiale. Plus la rapidite de la migration des especes chimiques a I'exterieur du capil- 

15 (aire est importante, plus les pics sort resolus. Cette vitesse eiectrique est obtenue 
pour des champs eiectriques de I'ordre de 1 50 & 300 V/cm. 

Dans la technique d'eiectrophorese capillaire d'affinite, I'homme du 
metier propose de remplir le capillaire d'un gel d'agarose couple avec un ligand ou 
de realiser une derivation de la paroi du capillaire et d V coupler le ligand. 

20 Mais ces techniques connues d'eiectrophorese capillaire d'affinite sort 

diffictles a mettre en oeuvre avec tous types de iigands bto-sp6cifiques, groupes 
specifiques ou pseudo-bio-sp£cifiques, y compris les chelates metalliques tels que 
I'iminodiacetate de cuivre (II) ou IDA-Cu (II) 

En particulier, cette technique actuetle a pour inconvenient le fait que le 

25 ligand reste fixe dans le capillaire : la regeneration de ce dernier apres chaque se- 
paration peut se reveler etre tres difficile voire meme impossible. Ced est tout par* 
ticulierement le cas pour les chelates metalliques car un reiargage du metal (du fait 
du champ eiectrique ou d'une grande affinite pour la proteine utilisee) ne pourra 
etre compensee et les proprietes du capillaire seront par consequent modifiees. 

30 Aussi un des buts de la presente invention est-il de foumir une tech- 

nique d'eiectrophorese capillaire d'affinite qui permet de pallier ces inconv6nients. 

Un autre but de la presente invention est de foumir une telle technique 
d'eiectrophorese permettant une preparation, une regeneration et une stabilite 
satisfaisante du capillaire. 
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Ces buts, ainsi que d'autres qui apparaltront par la suite, sont atteints 
par une tlectrophorfese capillaire d'affinitt qui est caracttriste, selon la prtsente 
invention, par le fait qu'on utilise comme support d , affinit6 un ligand d'affinitt 
couplt & un polymtre soluble. 

5 Avantageusement, le polymtre soluble est le polytthyltne glycol (PEG) 

ou un de ses dtrivts. 

La prtsente invention a tgalement pour but de fburnir un support 
d'affinite pour la mise en oeuvre de cette tlectrophortse capillaire d'affinite ainsi 
qu'un produit pour la fabrication de ce support 

10 Ce support d'affinitt est constitute par un ligand d'affinitt coupl6 d un 

polymtre soluble par covalence. 

Selon la prtsente invention; le poiym&re soluble est un compost orga- 
nique aliphatique, d chalne iintaire ou cyclique, non ramifit, biocompatible et ayant 
une masse suptrieure & 4,996. 10" 24 kg (3.000 dattons). La viscositt de ce poly- 

15 mtre soluble est inftrieure a 5 mP&s. Par ailleurs, I'ultra-violet est faiblement ab- 
sorbt par ce pofymtre, ce qui permet une detection des prottines & des longueurs 
tfonde comprises entre 214 et 280 nm. 

Le potymtre soluble est de prtftrence le polytthyltne glycol (ou PEG) 
ou un de ses dtrivts, tel que le m6thoxy-pdy6thy16ne-glycol (ou m.PEG). 

20 Le PEG prtsente une masse de I'ordre de 8,302. 10" 24 kg. (5.000 dal- 

tons) et est lintaire et non ramifit. La viscositt est inftrieure & 5 mPa.s. II est so- 
luble dans Peau, le benztne, Pacttonitrile et, & chaud, dans I'acttone, le dioxane, 
le tolutne, par exemple. On peut utiliser, jusqu'a une mole dans 5 % de PEG, 
differents additifs : soit des sets tels que le chtorure de sodium (NaCI), le sulfate de 

25 potasium (K2SO4), soit ta glycine-bttalne, ces additifs ttant citts de fagon non 
limitative. 

Le coupiage de difftrents Kgands au PEG ou d des dtrivts de celui-ci 
a 6t6 rtalist. Ceci est regroupt dans le tableau 1 ci-apr&s. 
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Tableau 1 



5 


DarivaduPEG 


Group* fonctlonnel Reaction de couplage 
de ligand 




PEG-CI 


R 

HN 

R 


amino secondaire ou 

Direct 

UN UflnQ 


10 


PEG-NHj 


R-COOH 


DCC, catalyse possible par HOBT dans 

das solvents ofpaniques 
EDC, possible via NHS-ester dans HjO 






R-CHO 


Base deScNtT, rtduite par Na BH< 


15 




(sucres, nudeottdes) 




20 


0 

PEGO-CHrC-NH-NHi 
(Hydrezide) 


R-CHO 
(sucres, nudtotfdss) 


pKa ° 3, reaction possible en concHons 
addes 


25 


0 

PEG-O-OHrCH-CHj 
(Epoxyde) 


R-NHj 
R-OH 
R-SH 


Catalyse par amine, 6ther ou thto^ther 



30 



35 



(Aldehyde) 



Base de Scrtff . redUte par NcBH* 



PEG-O-Succ 

PEG-OCHrCOOH 

(CM-PEG) 

PEG-Gly-OH 

( s d6riv6s carboxytes) 



R-NH 2 



DCC. possible HOBT- catalyse possible par 
HOBTdans un solvant organlque 

EDC, possible via NHS-Ester dans H7O 



On couple a ce polymfere un ligand d'affinite tel que, par exemple, des 
lectines, des ions metatliques immobilises. Le support d'affinite ainsi obtenu se 
40 pr6sente sous forme liquide et constitue le tampon remplissant les recipients de 
I'appareil d'eiectiophorese. 

Deux exemples seront ci-apres donn6s d titre non limttatif, pour mieux 
faire comprendre les avantages de la presente invention. 



45 Exemple 1 : PEG couple a une lectine 

On utilise comme support d'affinite du methoxy-PEG-Succiny! -ConA 
afin de separer les RNases A et B de pancreas bovin. Ces deux RNases ont des 
sequences identiques en acides anim6s, mais la RNase B est glycolyses en Asn 
34 alors que la RNase A n'est pas glycolyses 



50 
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Dans le tableau 2 ci-apr£s sort regroup6s fes r6sultats 
d'6lectrophor£se capillaire d'affinite r£alis£e Tune sans ligand d'affinitS, Pautre avec 
le ligand d , aflnrt6 ci-dessus. 

5 Tableau 2: Temps de migration des drlte rentes prolines 6tudi6es. 

to = temps de migration sans le ligand mPEG-Con A dans le m6thoxy - PEG 5000 
t = temps de migration avec le ligand mPEG-Con A dans le m6thoxy - PEG 5000- 
IDA-Cu (II) 



10 


Prot6ine 


to(min) 


t(min) 


t-to (min) 




RNase A 


9.9 


10,2 


0,3 




RNaseB 


12,5 


15,7 


3,2 



15 II apparatt que les temps de migration sent bien distincts, ce qui se 

traduit tors de la mesure par I'obtention de pics bien identifiables. 
Exemolaire 2 : PEG couple a un ion mStalliaue immobilise 



On utilise comme support d'affinte le m6thoxy-PEG 5000 IDA-Cu (II) et 
comme support de r6terence le m6thaxy PEG 5000. 

20 Par 6lectrophor6se on veut s6parer les cytochromes c de coeur de 

thon, de coeur de cheval et de Candida Krusei : ces diffe rentes esp£ces de cyto- 
chrome c sont des prolines qui ont sensiblement le mdme poids moteculaire et le 
mftme point iso6lectrique. On sait qu'ils different, n6anmoins, de par leurs 
nombres de r6sidus histidine accessibles en surface. 

25 Dans le tableau 3 ci-aprds, sont regroup6s les temps de migration de 

chaque cytochrome c en fonction du support utilise. 

Tableau 3 : Temps de migration des differents cytochromes 6tudi6s 
to = temps de migration dans le m6thoxy-PEG 5000 
t * temps de migration dans le m6thoxy-PEG 5000-IDA-Cu (II) 

30 ; 



Proteine 


to(min) 


t(min)a 


t-to (min) 


Cyt c de coeur de thon 


12,6 


12,6 


0 


Cyt c de coeur de cheval 


12,2 


13,2 


1.0 


Cyt c Candida Krusei 


17,3 


20,5 


3,2 
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a) Les vateurs sont conigees en fonction des differences de flux eiectroosmotiques 
pour les deux supports polym6res, avec ou sans ligand. 

II apparalt que la presence du ligand couple permet une bonne identifi- 
5 cation des proteines de structure tr£s voisine, leur caracterisation et, par suite, teur 
separation. 
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REVENDICATIONS 

1. Electrophor6se capillaire d'affinitS, caract6ris6e par le fait qu'on uti- 
lise comme supportd'affinrt6 un ligand d , afRnrt6 couple d un potym^re soluble. 

5 

2. ElectrophorGse capillaire d'affinite selon la revendication 1, caract6- 
ris6e par le fait que le polymfcre soluble est du poly6thytene glycol (PEG) ou un de 
ses derives. 



10 3. Support d'affinite pour 6lectrophor&se capillaire d'affinitS selon les 

revindications 1 ou 2, caract6ris6 par le fait qu J il est constitu6 par un ligand 
d'affinite coupI6 & un polym6re soluble. 

4. Support d'affinit6 selon la revendication 3, caract6ris6 par le fait que 
}5 le polymfcre soluble est le poly6thytene glycol (PEG). 

5. Proc6d6 pour la preparation du support d'affinite selon les revendi- 
cations 3 ou 4, caracterise par le fait qu'on couple un ligand d'affinite d un poly- 
m£re qui est soluble d temperature ambiante dans I'eau, le dichlorure de methane, 

20 rac6tonrtrile et, & chaud, dans 1'acetone, le dioxane, le toluene et dorrt la masse 
est sup6rieure £ 4,996.10"* kg et la viscosite infarieure £ 5 mPa.s. 
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